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(57) Abstract 

The invention concerns the family of the protein (PAP) associated 
with acute pancreatitis in humans and rats. It involves nucleotide frag- 
ments coding for the above-mentioned proteins. Also included for the 
purposes of the invention are antibodies recognizing the PAP and cap- 
able of being used in the diagnosis of pancreatitis. The invention is fur- 
ther aimed at producing PAP, in particular by genetic engineering. 

(57)Abrege 

L'invention concerae la famille de la proteine (PAP) associee a la 
pancreatite aigue chez 1 'horn me et chez le rat. Elle vise aussi les frag- 
ments nucleotidiques codant pour les protein es ci-dessus. Entrent aussi 
dans le cadre de l'invention des anticorps reconnaissant la PAP et sus- 
ceptibles d'etre utilises en vue du diagnostic de pancreatite. L'invention 
vise aussi la production de la PAP, notamment par genie genetique. 
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PROTEINS ASSOCIBE A LA PANCREATITE AIGUE. MOYEN8 POUR 
LE DIAGNOSTIC DE LA PANCREATITE AIGUE. 

La pr6sente invention conceme des prot6ines 
associ£es & la pancreatite aigue et des moyens pour le 
diagnostic de cette maladie. 

La pancreatite aigue est une affection 
inflammatoire du pancr6as qui, sur le plan anatomo- 
pathologique, va de la simple forme oeddmateuse & la 
necrose h6morragique totale de la glande. La 
pancreatite n£cro-h6morragique est une affection tres 
grave, puisque !• estimation de sa mortality varie de 30 
% a 70 % selon les auteurs, II est dans certains cas, 
tres difficile d'6tablir avec certitude le diagnostic 
de pancreatite aigue (Sarner, M. et al, Gastroenterol. 
(1984), 13 : 865-870). Ce diagnostic repose avant tout 
sur l'examen clinigue (douleur abdominal e aigue) sur le 
dosage d'un certain nombre de substances dans le plasma 
ou dans le liguide p6riton6al (Bradley, J. et al, ~*Br, 
J. Surg. (1981), 68 : 245-246 ; et Dubick, M. et al, 
Dig. Dis. Sci. (1987), 32 : 305-312). Parmi les dosages 
employes, on trouve ceux de 1 'amylase, de la lipase, de 
la trypsine, de !• diastase, de la ribonuclease, de la 
phospholipase A2, de l*a2 macroglobuline, du calcium, 
de la LDH, des inhibiteurs de proteases et d"autres 
encore. Aucun d'entre eux ne s'avere pourtant 
specif igue, pratigue, ni surtout discriminatif . On se 
contente done en general de doser 1 •amylasemie. 
Recemment, 1 •echotomographie et la tomodensitometrie 
ont paru, dans certains cas, pouvoir faciliter le 
diagnostic de la pancreatite sans gue le progres ait 
ete decisif (Silverstein, W. et al,Am.J. Roentgenol, 
(1981), 137 : 497-502) . 

K im et al ont publie en 1984 (Digestion, (1984);, 
29 : 242-249) , des r£sultats sur les consequences 
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d'une cannulation du canal pancreatique et de 
l 1 induction d'une pancreatite sur la composition 
proteigue du sue pancreatique de rat, cet animal etant 
utilise comme module experimental. Apr£s l 1 operation de 
cannulation (1 & 2 jours apres) , les auteurs ont 
observe une chute du taux d B amylase dans le sue 
pancreatique, puis 3 & 4 jours apres l 1 operation, tin 
retour au niveau normal d 1 amylase. 

Une separation par eiectrophor&se en gel de 
polyacrylamide (PAGE) des proteines du sue pancreatique 
pendant cette periode de remission, montrait une bande 
proteigue suppiementaire, apparemment au plus tot 12 
heures apres 1' operation, et au plus tard, 3 a 4 jours 
apres 1' operation. Cette bande proteigue n'existait pas 
chez le rat controle non traite. Cette proteine 
secretoire a ete appeiee PAP ("pancreatitis associated 
protein") . 

Par la suite, Keim et al ont effectue des mesures 
de la guantite de PAP presente dans le tissu 
pancreatique du rat apres induction d'une pancreatite, 
au moyen de tests de detection de la fixation du 
complement. 

Ces tests n'ont cependant pas permis jusgu'a 
present de mettre en evidence l 1 existence de la PAP 
dans le serum du rat chez leguel une pancreatite a ete 
induite. 

Les moyens proposes jusgu'i present dans l'art 
anterieur n'avaient ainsi pas pu conduire a une 
identification suffisante de la proteine PAP chez le 
rat pour gue le probieme de l'interet d'une 
investigation chez l'homme, afin de rechercher si une 
telle proteine pouvait etre detectee, soit pose. 
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De plus, les resultats disponibles jusqu'a 
present, n'auraient pas permis d'envisager l'interet de 
la PAP pour realiser un diagnostic d'une pancreatite. 

Les inventeurs ont constate que des anticorps 
polyclonaux de rat, reconnaissant la proteine PAP d 
rat, ne reconnaissaient pas de facon significative une 
proteine du serum humain. 

Apres cette constatation, les inventeurs ont done 
recherche une identification plus adequate de la 
proteine PAP de rat, en vue de definir des outils 
d' investigation chez l'homme : les inventeurs ont 
maintenant clairement identifie la proteine PAP chez le 
rat et ils ont etabli sa sequence en acides amines. A 
partir de ces connaissances, ils ont elabore des moyens 
qui pourraient permettre de detecter et d' identifier 
s'il existe une proteine correspondant a la PAP du rat, 
chez l'homme. 

Le clonage et le sequencage de l'ARN messager PAP 
a partir d'une bibliotheque cDNA pancreatique de rat a 
aussi permis de demontrer sans ambiguite que la PAP 
est bien synthetisee par le pancreas. Les inventeurs 
ont aussi montre que la proteine etait tres faiblement 
exprimee en 1' absence d • inflammation pancreatique et 
fortement exprimee au cours de la pancreatite. 

Compte tenu de la fragilite des malades atteints 
de pancreatite, il n' etait pas concevable d'envisager 
de recueillir le sue pancreatique de ces malades, pour 
y rechercher la presence eventuelle d'une proteine PAP 

humaine (PAP-H) . 

Les inventeurs ont crible une banque de cDNA 
pancreatique humaine, a l'aide d'un clone cDNA 
prealablement obtenu et correspondant a la PAP du rat. 

Les inventeurs sont parvenus a isoler differents 
clones contenant d s fragments d *ADNc susceptibles de 
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s'hybrider avec l'ADNc de la PAP de rat, ainsi qu'il 
est d6crit ci-dessous. 

La pr6sente invention conceme done des fragments 
d'ADNc capable s de coder pour la proteine PAP de rat, 
ainsi que des fragments d'ADNc susceptibles de coder 
pour les proteines de la f ami lie de la PAP humaine. 
L' invention vise aussi les proteines cpdees par c s 
fragments d'ADNc. 

Elle se rapporte aussi & des vecteurs modifies par 
integration des susdits fragments d'ADNc, notamment 
pour 1' expression de ces fragments. 

L' invention vise aussi des anticorps polyclonaux 
ou monoclonaux diriges contre la proteine PAP notamment 
la PAP humaine, ainsi que leur utilisation dans des 
proc&d&s faisant appel & 1' imager ie medicale, ou comme 
moyen pour le diagnostic de la pancr6atite aigue dans 
des kits et des proc£d£s de diagnostic in vitro . 

Une premiere famille de fragments d'ADN selon 
1' invention comprend done les fragments d'ADNc codant 
pour la PAP de rat. 

Appartiennent & cette famille, des fragments 
d'ADNc caracterises en ce qu'ils repondent h la 
sequence nucieotidique SI suivante codant pour la 
proteine PAP de rat, & une partie ou & une variante de 
cette sequence d^s lors que cette partie ou variante 
code pour une proteine ou un peptide reconnu par des 
anticorps diriges contre la proteine PAP de rat, ou 
qu'elle hybride avec la sequence SI dans une solution 
d' hybridation contenant 6 x SSC, 5 x Denhart, 0,5 % 
SDS, 10 mH EDTA, 200 M9 ADN de sperme de s a union, 
pendant 18 heures h 68 *C et aprfes un ringage dans les 
conditions suivantes : 6 x SSC, 0,1 % SDS, 2 fois 15 
minutes & 65 • . 
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II st precise que les abreviations ci-dessus ont 
les significations suivantes : 1 x SSC = 150 mM NaCl, 
15 mM citrate de sodium ; 50 x Denhart = 5g Ficoll, 5g 
polyvinylpyrrolidone, 5g sirun albumine bovine dans 500 
ml d'eau ; SDS : dodecyl sulfate de sodium ; EDTA ; 
ethylene diamine tetraacetate de sodium. 

Des ant i corps polyclonaux diriges contre la PAP de 
rat sont produits selon les techniques classiques ; de 
tels anticorps ont par exemple 6t6 decrits par Keim et 
al (Clin. Physiol. Biochem., 4 : 136-142 (i986)). 

Un fragment d • ADNc appartenant i la premiere 
famille d'acides nucieiques de 1' invention, est encore 
caracterise en ce qu'il code pour une proteine 
re pond ant & une des sequences d'acides amines Al 
(sequence d'acides amines de la proteine comprenant le 
peptide signal) ou A2 (sequence d'acides amines de la 
proteine mature) suivantes ou pour une sequence 
d'acides amines ayant une homologie de 40 & 80 % de 
preference de 50 & 60 % avec au mo ins un enchainement 
d' environ 25 acides amines des sequences Al ou A2. 
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Une seconde famill de fragments d'ADN selon 
1' invention comprend des fragments d'ADNc d'une 
proteine PAP humaine, tels gu'obtenus par la mise en 
oeuvre des etapes suivantes : 

- un premier criblage d'une bibliotheque d'ADNc 
pancreatique humaine, ledit ADNc humain etant insere 
dans un vecteur de clonage approprie, comprenant 
1' hybridation avec des sondes constitutes par l'ADNc de 
la proteine PAP du rat, dans une solution constitute 
par : 6 x SSC, 5 x Denhart, 0,5 % SDS, 10 mM EDTA, 200 
fig ADN de sperme de saumon, pendant 18 heures a 68 *C 
suivie d'un rincage dans les conditions suivantes : 6 x 
SSC, 0,1 % SDS, 2 fois 15 minutes a 65*C, 

- la selection des clones positifs d'ADNc humain ayant 
hybride lors du criblage avec l'ADNc de la proteine PAP 
de rat, ces clones etant dits positifs, 

- un deuxieme criblage avec une sequence d'ADNc d'une 
proteine PSP dans les conditions d • hybridation ci- 
dessus avec un rincage en presence de 0,1 x SSC, 0,1 * 
SDS, pendant 2 heures a 65 *C, afin d'eliminer 1 s 
clones non specif igues de l'ADNc de PAP humaine ayant 
cependant hybride avec l'ADNc de PAP de rat et 

- la recuperation des clones n' ayant pas hybride av c 
l'ADNc PSP, 

- la recuperation des fragments d'ADNc des clones 

positifs obtenus. 

Un vecteur de clonage particulierement avantageux 
pouvant etre modifie par l'ADNc humain pour la 
realisation de la bibliothegue d'ADNc pancreatique 
humaine, est le vecteur AgtlO. 

La PSP est une proteine qui presente certaines 
analogies structurales avec la PAP de rat. Cette 
protein a ete decrite par Giorgi et al, J. Clin. 
Invest. (1989), 84, 100-106. 



RNSDOT.tCV ---WO Q116J2 Q A1 I ^ 
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Les fragm nts d'ADNc ainsi definis sont 
caracteristiques de la famille de proteines comprenant 
la proteine PAP humaine. 

Selon un mode de realisation particulier d 
1 • invention, des fragments prefer 6s d'ADNc sont tels 
qu'obtenus par la mise en oeuvre des stapes prec£dentes 
auxguelles est ajoutee I'etape suivante, avant la 
recuperation des fragments d'ADNc des clones positifs 
obtenus : criblage avec l'ADNc de PAP de rat dans des 
conditions d'hybridation telles que celles decrites 
ci-dessus, avec un rin^age pendant 2 heures & 65 W C. 

Selon un mode de realisation avantageux d 
1» invent ion, un fragment d 1 ADNc codant pour la PAP 
huroaine repond & 1 • enchain ement S3 suivant : 
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L' invention vise aussi le fragment d'ADNc S4 qui 
comprend la sequence S3 ainsi que les enchainements 
d 9 ADN suivants respect ivement 4 ses extremites NH 2 - et 
COOH - t rminales : 

cgggagagtgactcctgattgcctcctcaagtcgcagacact 
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e t tgactagtgcaggagggaagtcagcagcctgtgtttggt 
gtgcaactcatcatgggcatgagaccagtgtgaggactcaccctggaagaga 
atattcgcttaattcccccaacctgaccacctcattcttatctttcttctgt 
ttcttcctccccgctagtcatttcagtctcttcattttgtcatacggcctaa 

ggctttaaagagcaataaaatttttagtctgcaaaaaaa 

Selon un autre mode de realisation de 1' invention, 
l'ADNc de la PAP humaine est caracterise en ce qu'il 
code pour la proteine repondant a la sequence d'acides 
amines A3 suivante : Met 
Pro Pro Met Ala Leu Pro Ser Val Ser Trp Met Leu Leu 
Ser Cys Leu Met Leu Leu Ser Gin Val Gin Gly Glu Glu 
Pro Gin Arg Glu Leu Pro Ser Ala Arg He Arg Cys Pro 
Lys Gly ser Lys Ala Tyr Gly Ser His Cys Tyr Ala Leu 
Phe Leu Ser Pro Lys Ser Trp Thr Asp Ala Asp Leu Ala 
Cys Gin Lys Arg Pro Ser Gly Asn Leu Val Ser Val Leu 
Ser Gly Ala Glu Gly Ser Phe Val Ser Ser Leu Val Lys 
Ser He Gly Asn Ser Tyr Ser Tyr Val Trp He Gly Leu 
His Asp Pro Thr Gin Gly Thr Glu Pro Asn Gly Glu Gly 
Trp Glu Trp Ser Ser Ser Asp Val Met Asn Tyr Phe Ala 
Trp Glu Arg Asn Pro Ser Thr He Ser Ser Pro Gly His 
Cys Ala Ser Leu Ser Arg Ser Thr Ala Phe Leu Arg Trp 
Lys Asp Tyr Asn Cys Asn Val Arg Leu Pro Tyr Val Cys 
Lys Val His 

Selon une autre definition, des fragments d'ADNc 
de la deuxieme famille, un fragment d'ADNc selon 
1» invention est caracterise en ce qu'il comprend une 
sequence nucleotidique presentant une homologie d'au 
moins 60 %, de preference d'au moins 70 % avec au moins 
un enchainement d» environ 100 nucleotides, compris dans 
la sequence S2 suivante caracteristique de l'ADNc de la 
PAP mature de rat, ou dans la sequence S3 donnee ci- 
dessus et caracteristique d'un fragment d • ADNc de PAP 
humaine. 
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Sequence S2 
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L* invention vise aussi des fragments d'ADNc codant 
pour la PAP humaine caracterises par leur capacite 
d' hybridation avec la sequence nucleotidique SI 
caracteristigue de l'ADNc de la PAP de rat, et/ou avec 
la sequence nucleotidique S2 caracteristique de l'ADNc 
de la PAP nature de rat, dans une solution 
d' hybridation contenant 6 x ssc, 5 x Denhart, 0,5 % 
SDS, 10 mM EDTA, 200 fig ADN de sperme de saumon, 
pendant 18 heures a 68 *C et avec un ring age dans une 
solution comprenant 6 x SSC, 0,1 % SDS, 2 fois pendant 
15 minutes a 65 *C. 

Un fragment d'ADNc de la PAP humaine 
particulierement prefere dans le cadre de la presente 
demande, est caracterise en ce qu'il comprend la 
sequence nucleotidique suivante: 

10 20 30 40 50 60. 

TTTGTTAAG6 ATTCCCTTGA GAATTATCTA AAAGTTTTAC AAGAGTCCAT CTCATTCTCT 

70 80 90 100 110 120 

TTGTCCCCCT CAAAGCTGGC TTGCCAGAAG CGGCCCTCTG GAAAACTGGT GTCTCTGCTC 

130 140 ISO 160 170 180 

AGTGGGGCTG AGGGATCCTT CGTGTCCTCC CTGGTGAGGA GCATTAGTAA CAGCTACTCA 

190 200 210 220 230 240 

TACATCTGGA TTGGGCTCCA TGACCCCACA CAGGTGCGAG TATATCCTCC CCTCTCTGTT 

2S0 2 60 2*70 280 290 300 

ACCTCTCAAG GTACTGTTGT TGCCCAGGCG CACTCCCTGT CCCCAGTCCC TGCCCAGGAA 



GTACTT 



FEUILLE DE REM PLACEMENT 
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Les inventeurs ont constats que la s£quenc 
prot£ique ddduite de cette sequence nucl^otidique 
humaine pr6sente certaines homologies avec la s^quenc 
codant pour la protdine PAP de rat, bien que la seule 
connaissance jusqu'A pr6sent des anticorps dirigds 
contre la PAP de rat ne permettait pas de dfrtecter la 
proteine PAP humaine dans un 6chantillon biologiqu 
donnd . 

I* 1 identification d'un fragment d'ADNc codant pour 
la prot6ine PAP humaine permet maintenant d f envisager 
la production de cette prot6ine, notamment par voie de 
genie genetique, ainsi que l'obtention d 1 anticorps, 
utilisables en tant que moyens de diagnostic d'une 
pancr^atique aigue. 

L" invention concerne 6galement un fragment d'acide 
nucl6ique caractdris6 en ce qu'il s'agit du fragment 
d'ADN compl6mentaire des fragments d'ADNc ci-dessus 
ddfinis, ou encore en ce qu'il s*agit du fragment d'ARN 
correspondant h ces ADNc. 

L' invention vise aussi tout fragment de sequenc 
nucl£otidique codant pour la PAP humaine, susceptible 
d'etre utilise comme sonde, apres un marquage appropri£ 
dudit fragment, en vue de r£aliser la detection 1 9 acid 
nucl£ique caractdristique de la PAP humaine dans un 
gchantillon biologique. 

L 1 invention concerne £galement la proteine PAP 
humaine telle qu'obtenue par !■ expression d*un fragment 
d'ADNc de la PAP humaine, tel que defini ci-dessus, au 
moyen d»un systeme d 1 expression adapts, par exemple un 
hote cellulaire transform^ par un vecteur d 1 expression, 
lui-meme modifi6 par l 1 insertion du susdit fragment 
d 1 ADNc de la PAP humaine. 

Une proteine PAP humaine particuliere selon 
1 9 invention est une proteine telle qu'obtenue par 
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1 • expression d 1 un fragment d * ADNc de la PAP humaine , 
ins£r6 en phase dans un vecteur pEX, dans E.coli , 
notamment dans E.coli souche pop2136. 

Des proteines PAP humaine s selon l 1 invention sont 
aussi caract6ris6es en ce que leurs sequences d v acides 
amines presentent une homologie d • au moins 50% , de 
preference d»au mo ins 60% et de fa?on trfes pr6fer6e 
d*au moins 70 % avec au mo ins un enchainement d 1 environ 
25 acides amines, compris dans la sequence A2 de la 
proteine PAP de rat mature, ou dans la sequence A3 de 
la proteine PAP humaine ci-dessus decrite. 

Selon un mode de realisation particulier de 
l 1 invention, la proteine PAP humaine repond a la 
sequence A3 donnee dans les pages precedentes. 

L' invention vise aussi tout fragment de la 
sequence A3 dfes lors qu'il est reconnu par des 
anticorps reconnaissant cette sequence, notamment des 
anticorps monoclonaux diriges specif iquement contre la 
sequence A3. 

La proteine PAP humaine peut etre produite par les 
techniques du genie genetique ou encore par 
purification, par exemple par chromatographic, a partir 
d f un 6chantillon biologique la contenant . 

Selon une definition particuliere de !• invention, 
la proteine PAP humaine r6pondant aux definitions 
precedentes, comprend la sequence d* acides amines 
suivante : 
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39 
13 



Phe Val Ly» Asp S r Leu Glu Asn Tyr Val Lys Val Leu 



Gin Glu Ser lie Ser Phe Ser Leu Ser Pro Ser Lys Leu 



78 
26 



Ala Cys Gin Lys Arg Pro Ser Gly Lys Leu Val Ser Val 



117 
39 



Leu Ser Gly Ala Glu Gly Ser Phe Val Ser Ser Leu Val 



156 
52 



Arg Ser lie Ser Asn Ser Tyr Ser Tyr He Trp He Gly 



195 
65 



Leu His Asp Pro Thr Gin Val Arg Val Tyr Pro Pro Leu 



234 
78 



Ser Val Thr Ser Gin Gly Thr Val Val Ala Gin Ala His 



273 
91 



Ser Leu Ser Pro Val Pro Ala Gin Glu Val Leu 



306 
102 



Ervtre 6galement dans le champ de la presenile 
invention, la protdine PAP de rat caracterisee en ce 
qu'elle r£pond & 1 ' enchainement d'acides amines A2 ci- 
dessus, ou une variante ou une partie de cette sequence 
des lors que cette partie ou cette variante est 
reconnue par des anticorps dirig£s contre la prot6ine 
PAP de rat ou qu'elle presente une homologie d*au mo ins 
50 %, de preference d'au moins 60 % avec la sequence A2 
de PAP de rat ci-dessus, ou avec la sequence A3 de la 
PAP humaine. 

L v invention vise aussi la proteine PAP de rat, 
r£pondant & la sequence Al ou a une variante de Al 
pr£sentant les caract£ristiques ddfinies ci-dessus 
vis-a-vis de la sequence d'acides amines A2. 

Chez le rat la PAP est presente en tres faible 
quant ite au niveau d f un pancreas humain normal, et sa 
synthese peut etre cons iderab lenient augment£e en cas de 
pancrdatite aigue jusqu'a un niveau d* environ 50 a 100 
f ois superieur & celui qui existe dans le pancreas 



normal . 
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La proteine PAP de rat sub it une augmentation d 
son taux dans le sue pancreatique lors d'un 
pancreatite aigue, alors que le taux des autres enzymes 
diminue. 

De plus, dans la pancreatite, toutes les protein s 
secretoires pancreatiques passent dans le sang. Par 
consequent, la mise en oeuvre dans le sang ou dans un 
autre echantillon biologique d'un patient humain (par 
exemple 1 'urine ou le liguide peritoneal), du dosage de 
la proteine PAP dont la synthese est considerablement 
augmentee en cas de pancreatite, laisse supposer qu 
l'on aura ur. differentiel normal/pathologique , beaucoup 
plus important que lors des tests habituellement 
utilises pour la detection, et done beaucoup plus 
facilement decelable. 

L' invention se rapporte aussi dans ce but a des 
anticorps caracterises en ce qu'ils reconnaissent la 
proteine PAP humaine precedemment definie, ces 
anticorps pouvant etre soit polyclonaux soit 
monoclonaux. 

Des anticorps monoclonaux sont par exemple des 
anticorps tels que produits par un hybridome 
prealablement forme par fusion d'une cellule de myelome 
avec une cellule splenigue d'un animal prealablement 
immunise avec une proteine PAP humaine. 

L 1 invention conceme aussi les hybridomes formes 
par fusion de cellules de mydlome et de cellules 
spleniques d' animal prealablement immunise avec la 
proteine PAP humaine, notamroent avec la proteine 
correspondant a 1 •enchainement d'acides amines A3. 

Des anticorps monoclonaux particulierement 
avantageux dans le cadre de 1» invention, sont ceux qui 
reconnaiss nt de facon specif ique la partie NH 2 - 
t rminal de la PAP humaine. Des anticorps particuliers 
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sont 6galement dgfinis n ce qu^ls reconnaissent la 
PAP humaine et ce qu'ils sont d6pourvus de reaction 
immunologique avec les autres lectines. 

A titre d 1 exemple, un anticorps monoclonal 
int6ressant notamment pour la detection de la PAP 
humaine est un anticorps monoclonal dirig6 contre le 
peptide suivant de la PAP humaine : Glu Glu Pro Gin 
Arg. Pour suivre ce peptide dans des tests de detection 
de la PAP humaine on a par exemple a j out 6 un r£sidu 
tyrosine sur I'arginine de fa? on h rendre possible le 
marguage & l'lode selon les techniques habituelles de 
marquage . 

L' invention concerne aussi des anticorps anti- 
idiotypiques dirig6s contre les determinants 
antigeniques des anticorps de I 9 invention reconnaissant 
la PAP humaine. 

D 1 autres anticorps selon 1' invention sont des 
anticorps monoclonaux qui reconnaissent la prot£ine PAP 
de rat. 

Un protocole d 1 immunisation d'animaux choisis, 
notamment de souris ou de lap ins, pour la mise en 
oeuvre de 1' invention, est le protocole ddcrit par 
Kohler et Milstein # Nature (1975), 256, 495-497. 

Entre dgalement dans le cadre de 1" invention, un 
vecteur d' expression et/ou de clonage, caract6ris6 en 
ce qu'il comprend un fragment d'ADN choisi parmi 1 s 
fragments pr£c£demment d6 finis. 

Des vecteurs d 1 expression et/ou de clonage 
particuliferement avantageux pour la mise en oeuvre de 
1* invention comprennent le plasmide d' expression pEX 
capable d'exprimer l'ADNc de la proteine PAP humaine 
dans une bacterie, par exemple E. coli . 

D f autres vecteurs sont choisis en fonction de 
l'hote chez lequel on recherche 1' xpression. A cet 
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6gard, il peut s'agir pour les cellules de mammifferes, 
d'un vecteur de type baculovirus. 

L 1 invention se rapporte 6galement A un h6te 
cellulaire transform^ par un vecteur d' expression tel 
que pr6c6demment d6fini, dans des conditions permettant 
l'obtention de la prot6ine ou du peptide codd par le 
fragment d'ADN de 1' invention, ins6r6 dans ce vecteur, 

A titre d 1 exemple, des hotes cellulaires fonnant 
un systfeme d" expression ad6quat pour les fragments 
d'ADN de 1' invention, sont des bact6ries telles que 
E.coli , notamment la souche pop2136. 

L' invention concerne 6galeroent le produit 
d 1 expression de l'hote cellulaire transforms selon c 
qui precfede, 

Avantageusement on choisira d'exprimer le fragment 
d'ADN selon 1 ' invention dans un bote procaryote ou 
eucaryote en fonction du produit que I'on souhaite 
avoir s'agissant notamment de sa glycosylation. 

A titre d'exemple, des hotes cellulaires 
interessants pour la mise en oeuvre de 1' invention, 
sont des bact6ries, par exemple E.coli , des levures, 
des cellules d'insectes ou de mammiferes, par exemple 
des cellules CHO. 

La pr6sente invention concerne 6galement des 
compositions, caract6ris6es en ce qu^elles comprenn nt 
au moins un anticorps choisi parmi ceux qui ont 6t6 
pr6c6demment ddfinis, dirig6s contre la prot6ine PAP 
humaine* Une telle composition peut etre une 
composition pour le diagnostic in vitro , pour la mise 
en oeuvre sur un echantillon biologique tel que le 
sang, 1 'urine ou le liquide peritoneal d'un patient 
manifestant des symptomes de la pancr6atite aigue. 

Les anticorps utilises seront le cas 6ch'ant 
marques par des marqueurs chimiqu s adapt6s. 
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L' invention vise aussi un kit pour le diagnostic 
in vitro de la pancr£atite aigue & partir d , un 
£chantillon biologigue determine, caract£ris6 en ce 
qu'il comprend: 

- au moins un anticorps choisi parmi les precedents 
capable de detecter la presence d*uxi antig&ne de type 
PAP humaine dans ledit 6chantillon biologigue, lesdits 
anticorps etant marques, 

- selon la nature du marquage, un r6actif pour detecter 
la presence d'un complexe du type antigene-anticorps 
specif ique, 

- un temoin negatif . 

De preference les anticorps mis en oeuvre sont 
specif igues de la PAP humaine des lors qu'ils sont 
depourvus de reaction avec les autres lectines connues. 

Pour effectuer le marquage des anticorps selon 
1' invention, on pourra avoir recours par exemple h des 
radioisotopes, & des marqueurs chimiques ou 
enzymatiques, & des marqueurs chimioluminescents. 

L' invention se rapporte par ailleurs & un proc£d£ 
pour detecter in vitro une pancreatine aigue & partir 
d'un 6 chant i lion biologigue comprenant les stapes de: 

mise en contact de 1 'echantillon biologique 
susceptible de contenir la PAP humaine avec des 
anticorps diriges contre la PAP humaine, 

- detection de la reaction antigene-anticorps entre les 
susdits anticorps et la PAP humaine, 

L' invention vise aussi 1 'utilisation des anticorps 
diriges contre la PAP le cas 6ch6ant sous forme de 
composition comprenant plusieurs anticorps marqu£s, 
pour la visualisation en imager ie medicale de la glande 
pancrdatique , 1' anticorps etant au prealable marque a 
1'aide d'un radioisotop ou d'un marqueur chimique ou 
nzymatique. 
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La visualisation peut permettr d d6celer la 
presence de PAP humaine. 

A cet egard, l 1 invent ion vise un proc6d6 
d v observation de la glande pancr6atique caracterise 
par : 

- I 1 injection it un patient d'une composition ci-dessus, 
dans des conditions physiologiquement acceptables, 

- 1 'observation d'une reaction entre les anticorps 
contenus dans la susdite composition et la PAP humaine 
lorsqu'elle est presente. 

D'autres caracteristiques et avantages de 
1 • invention apparaitront dans les exemples et les 
figures qui suivent : 

- figure 1 : Expression de la PAP et de !• amylase au 
cours de la pancr6atite aigue exp6rimentale du rat. 
Analyse par "Northern blot" - charge par piste : 30 /ig 
ARN total, le meme filtre a 6te utilise* success ivement 
pour PAP et Amylase. Sondes : cDNA PAP (environ 800 bp) 
et Amylase (environ 1100 bp) , marquees au ^P avec une 
activity specif ique d 1 environ 2xl0 9 cpm/mg. 

- on a observe les ph6nom6nes suivants : induction de 
1 •expression du gene pap (12 heures -48 heures) (phase 
aigue) ; suppression de 1 • induction durant la 
recuperation (5-10 jours) ; au contraire, l 1 amylase 
baisse durant la phase aigue. 

- figure 2 : sequence nucleotidique codant pour la PAP 
de rat, et la sequence d'acides amines correspondante . 

- figure 3 : Fragment de la sequence nucleotidique 
codant pour la PAP humaine, et la sequence decides 
amines correspondante. 

- figure 4 : Sequence nucleotidique (S4) caracteristique 
de la PAP humaine dont la sequence codante S4, et la 
sequence d'acides amines (A3) qui lui correspond. 
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1. Construct! n d'une bibli th&qu DKAc pancrdatique 
de rat dans 1* voctour X gtll. 

Preparation de 1 1 ARN pancr6atique de rat : la 
preparation a 6t6 r6alis6e en suivant exactement la 
technique de Chirgwin, J.M. , et al # Biochemistry (WASH) 
(1979), 19, 5294-5299. La fraction des ARN messagers de 
cet ARN total a 6t6 s£par£e par chromatographie sur 
colonne d'oligo-dT cellulose selon la technique de 
Aviv, H. et Leder, P., Proc. Natl. Acad. Sci. , USA, 
(1972), 69, 1408-1412. 

Preparation du cDNA : l'ADNc prancr6atique a 6t6 
synthetis6 a l'aide du kit commercialism par Amersham 
France S.A. (code RPN 1256), en suivant exactement les 
recommandations du fabricant. 

Construction de la bibliotheque : la bibliotheque 
a mtm construite dans le vecteur d' expression Agtll a 
l'aide du kit commercialism par Tuner sham France S.A. 
(code RPN 1280) , en suivant exactement les 
recommandations du fabricant. 

2. Construction d'une bibliotheque d' ADNc pancr£atiqu 
humaine dans la vecteur AgtlO. 

Preparation d' ARN pancreatique humain et synthese 
de 1 9 ADNc correspondant aux ARN messagers : des 
fragments de pancreas normal provenant de donneurs 
d'organe en coma depasse ont ete traites comme decrit 
ci-dessus pour le pancreas de rat. 

Construction de la bibliotheque : la bibliotheque 
a mtm construite dans le vecteur de clonage AgtlO a 
l'aide du kit commercialism par Amersham France S.A. 
(code RPN 1257) , en suivant les recommandations du 
fabricant. 

3. Criblag d la biblioth'qu d 1 ADNc pancr'atiqu 
humain avec un clone expriaant la PAP d rat. 
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A partir de la bibliothdque d'ADNc pancr6atique de 
rat construite selon la m6thode ci-dessus, on a 
s61ectionn6 un clone reconnu par des anticorps 
polyclonaux dirigds contre la PAP de rat. 

L' ADNc de ce clone de PAP de rat a 6t6 isol£ t 
utilise en tant que sonde pour cribler la banque d 1 ADNc 
pancr£atique humaine obtenue dans AgtlO, telle que 
d€crite ci-dessus. 

Dans tan premier temps, le criblage a 6te r£alis£ 
dans les conditions de stringence suivantes 6 x SSC, 5 
x Denhart, 0,5 % SDS, 10 mM EDTA, 200 ng ADN de sperme 
de saumon, 18 heures fit 68 # C avec un rinqrage dans 6 x 
SSC, 0,1 % SDS, 2 fois pendant 15 minutes a 65'C. C ci 
permet d'obtenir environ 80 clones d 1 ADNc humain. 

Ensuite on a r6alis6 un criblage avec l'ADNc PSP, 
dans le but d^liminer les clones non caract6ristiques 
de la PAP humaine, qui 6taient cependant capable 
d'hybrider avec I'ADNc de la PAP de rat dans les 
conditions ci-dessus: on a recuper6 environ 50 clon s 
qui comportent done un fragment d • ADNc codant pour une 
prot6ine ou un polypeptide appartenant h la famille de 
la prot6ine PAP humaine. 

Parmi ces clones on a select ionne ceux dont l'ADNc 
prgsente la plus forte homologie avec la prot6ine PAP 
de rat, en r6alisant un second criblage au moyen d 
I 1 ADNc de PAP de rat dans des conditions de stringence 
suivantes 6 x SSC, 5 x Denhart, 0,5 % SDS, 10 mM EDTA, 
200 fig ADN de sperme de saumon, 18 heures & 68 • avec un 
rin?age dans 6 x SSC, o,l % SDS, pendant 2 heures h 
65 # C. On a ainsi s61ectionn6 9 clones positifs. 

4. S6quen<?age des clones s61ectionnes 

Les insertions des clones interessants ont et6 
sous-clon ' s dans 1 s phages M13mpl8-M13ropl9 comme 
d6crit dans "Mol cular Cloning, a laboratory manual" 
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Sambrook , J., Fritsch, E.F., t Maniatis T. eds, Cold 
Spring Harbor Laboratory Press (1990). Le s6quen?age 
des phages M13 recombinants a 6t6 r6alis6 par la 
technique d^crite par Sanger F. et al, Proc. Natl. 
Acad. Sci. (USA) (1977), 74, 5463-5467, en utilisant 
1* amorce universelle commercialisde par Amersham (code 
N4511) . 

5. Expression d'un fragment de PAP dans K.coli & 
l'aide da plasmide d» expression pEX et preparation 
d'anticorps contre la prot6ine hybrids. 

Dn kit d 1 expression faisant appel au plasmide pEX 
dans E» coli f commercialism par la societd Genofit sous 
la r6f6rence G2104, a 6t6 utilise en suivant les 
recommandations du fabricant. Des fragments de 
restriction correspondant & la s6quence codante de la 
prot^ine ont 6t6 ins6rds dans le plasmide pEX. Les 
plasmides recombinants ont servi & transformer des 
bact£ries ( E. coli souche pop 2136) . Les prot6ines des 
bactdries recombinantes ont 6t6 analys6es par 
61ectrophorese en gel de polyacrylamide * 7,5 %. La 
bande prot6ique correspondant h la PAP hybride a 6t6 
decouple, homogendisde dans de l 1 adjuvant de Freund et 
inject6e & des lapins h raison de 3 injections par 
lapin & 3 semaines d 1 intervalle, chaque injection 
contenant environ 20 ng de prot6ine hybride, Le sang 
des lapins a ensuite 6t6 prdlev6 et les 
immunoglobulines G purifi6es sur colonne de prot6ine 
A-Sepharose (Pharmacia-France) . 
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REVENDICATIONS 

1. Fragment d'ADNc caract6ristique d'une protein 
PAP humaine, tel qu'obtenu par la mise en oeuvre des 
£ tapes suivantes : 

un premier criblage d'une biblioth6que d ' ADNc 
pancreatique humaine, ledit ADNc humain 6tant ins6r6 
dans un vecteur de clonage appropri6, comprenant 
1 1 hybridation avec des sondes constitutes par l'ADNc 
de la prot6ine PAP du rat, dans une solution constitu6 
par : 6 x SSC, 5 x Denhart, 0,5 % SDS, 10 mM EDTA, 200 
Mg ADN de sperme de saumon, pendant 18 heures & 68 *C, 
suivie d'un rin^age dans les conditions suivantes : 6 x 
SSC, 0,1 % SDS, 2 fois 15 minutes a 65*C, 

- la selection des clones positifs d ' ADNc humain ayant 
hybride lors du criblage avec l'ADNc de la prottine PAP 
de rat, ces clones 6tant dits positifs, 

- un deuxi&me criblage avec une sequence d • ADNc d'une 
prottine PSP dans les conditions d 'hybridation ci- 
dessus avec un rin^age en pr6sence de 0,1 x SSC, 0,1 % 
SDS, pendant 2 heures a 65 *C afin d'61iminer les clones 
non spdcifiques de l'ADNc de PAP humaine ayant 
cependant hybrid^ avec 1 • ADNc de PAP de rat et 

- la recuperation des clones n' ayant pas hybride avec 
l'ADNc PSP, 

la r6cup6ration des fragments ADNc des clones 
positifs obtenus. 

2. Fragment d 1 ADNc caracteristique d'une prottine 
PAP humaine selon la revendication 1, caracteris6 en ce 
que l'etape de criblage avec l'ADNc PSP est suivie 
d'une etape de criblage avec l'ADNc de PAP de rat, dans 
une solution d 'hybridation contenant 6 x SSC, 5 x 
Denhardt, 0,5 % SDS, 10 mM EDTA, 200 /ig d'ADN de sperme 
de saumon, pendant 18 heures Si 68 *C, suivi d'un rin?age 
pendant 2 heures h 65 *C. 
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3. Fragment d'ADNc de la PAP humaine selon l'une 
quelcongue des revendications 1 ou 2, caracterise en ce 
qu'il repond a la sequence S3 suivante : 



ATG CTG 



CCT 


CCC 


ATG 


GCC 


CTG 


CCC 


AGT 


GTA 


TCT 


TGG 


ATG 


CTG 


CTT 


TCC 


TGC 


CTC 


ATG 


CTG 


CTG 


TCT 


CAG 


GTT 


CAA 


GGT 


GAA 


GAA 


CCC 


CAG 


AGG 


GAA 


CTG 


CCC 


TCT 


GCA 


CGG 


ATC 


CGC 


TGT 


CCC 


AAA 


GGC 


TCC 


AAG 


GCC 


TAT 


GGC 


TCC 


CAC 


TGC 


TAT 


GCC 


TTG 


TTT 


TTG 


TCA 


CCA 


AAA 


TCC 


TGG 


ACA 


GAT 


GCA 


GAT 


CTG 


GCC 


TGC 


CAG 


AAG 


CGG 


CCC 


TCT 


GGA 


AAC 


CTG 


GTG 


TCT 


GTG 


CTC 


AGT 


GGG 


GCT 


GAG 


GGA 


TCC 


TTC 


GTG 


TCC 


TCC 


CTG 


GTG 


AAG 


AGC 


ATT 


GGT 


AAC 


AGC 


TAC 


TCA 


TAC 


GTC 


TGG 


ATT 


GGG 


CTC 


CAT 


GAC 


CCC 


ACA 


CAG 


GGC 


ACC 


GAG 


CCC 


AAT 


GGA 


GAA 


GGT 


TGG 


GAG 


TGG 


AGT 


AGC 


AGT 


GAT 


GTG 


ATG 


AAT 


TAC 


TTT 


GCA 


TGG 


GAG 


AGA 


AAT 


CCC 


TCC 


ACC 


ATC 


TCA 


AGC 


CCC 


GGC 


CAC 


TGT 


GCG 


AGC 


CTG 


TCG 


AGA 


AGC 


ACA 


GCA 


TTT 


CTG 


AGG 


TGG 


AAA 


GAT 


TAT 


AAC 


TGT 


AAT 


GTG 


AGG 


TTA 


CCC 


TAT 


GTC 


TGC 



AAA GTT CAC 
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4. Fragment d ' ADNc d la PAP humain selon l'une 
quelconque des revendi cat ions 1 ou 2, caract6ris6 en ce 
gu'il code pour 1 'enchainement d'acides amines A3 
suivant : 

Met Leu 



Pro 


Pro 


Met 


* *1 a 

A J. a 


T A1 1 


ri w 




Val 


k— * * — 




Met 


Leu 


Leu 


O a v> 

ser 


Cys 


T -All 


new 




X/CU 




Gin 


Val 


Gin 


Gly 


Glu 


Glu 


Pro 


Gin 


Arg 


Glu 


Leu 


Pro 


Ser 


Ala 


Arg 


He 


Arg 


Cys 


Pro 


Lys 


Gly 


Ser 


Lys 


Ala 


Tyr 


Gly 


Ser 


His 


Cys 


Tyr 


Ala 


Leu 


Phe 


Leu 


Ser 


Pro 


Lys 


Ser 


Trp 


Thr 


Asp 


Ala 


Asp 


Leu 


Ala 


Cys 


Gin 


Lys 


Arg 


Pro 


Ser 


Gly 


Asn 


Leu 


Val 


Ser 


Val 


Leu 


Ser 


Gly 


Ala 


Glu 


Gly 


Ser 


Phe 


Val 


Ser 


Ser 


Leu 


Val 


Lys 


Ser 


He 


Gly 


Asn 


Ser 


Tyr 


Ser 


Tyr 


Val 


Trp 


He 


Gly 


Leu 


His 


Asp 


Pro 


Thr 


Gin 


Gly 


Thr 


Glu 


Pro 


Asn 


Gly 


Glu 


Gly 


Trp 


Glu 


Trp 


Ser 


Ser 


Ser 


Asp 


Val 


Met 


Asn 


Tyr 


Phe 


Ala 


Trp 


Glu 


Arg 


Asn 


Pro 


Ser 


Thr 


He 


Ser 


Ser 


Pro 


Gly 


His 


Cys 


Ala 


Ser 


Leu 


Ser 


Arg 


Ser 


Thr 


Ala 


Phe 


Leu 


Arg 


Trp 


Lys 


Asp 


Tyr 


Asn 


Cys 


Asn 


Val 


Arg 


Leu 


Pro 


Tyr 


Val 


Cys 



Lys Val His 

5. Fragment d * ADNc caract6ristique d'une proteine 
PAP humaine selon la revendication 1 ou la 
revendication 2, caract^rise en ce qu'il comprend une 
sequence nucldotidique pr6sentant une homologie d'au 
moins 60 %, de prdf^rence d'au moins 70 % avec au moins 
un enchainement d 1 environ 100 nucleotides, compris dans 
la sequence S2 suivante caract6ristigue de l*ADNc de la 
PAP mature de rat, ou dans la sequence S3 
caractdristique d'un fragment d * ADNc de PAP humaine* 
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6. Fragm nt d'ADNc caracteristique d'une proteine 
PAP humaine selon selon l'une quelconque des 
revendications 1 ou 2, caracterise en ce qu'il est 
capable d'hybrider avec la sequence nucleotidique SI 
suivante caracteristique de l'ADNc de la PAP de rat, 
et/ou avec la sequence nucleotidique S2 caracteristique 
de l'ADNc de la PAP de rat nature dans une solution 
d' hybridation contenant 6 x SSC, 5 x Denhart, 0,5 % 
SDS, 10 mM EDTA, 200 fig ADN de sperme de saumon, 
pendant 18 heures a 68 *C et avec un rincage dans une 
solution comprenant 6 x SSC, 0,1 % SDS, 2 fois pendant 
15 minutes a 65 'C. 
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7. Fragment d'ADNc caraceristigu d'une proteine 
PAP humaine selon la revendication 1 ou la 
revendication 2, caracterise en ce qu'il comprend la 
sequence nucleotidique suivante: 
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8. Fragment d 1 ADNc caractdris6 en ce qu'il r6pond 
& la sequence nucl6otidique SI codant pour la prot^ine 
PAP de rat, A une partie ou & une va riant e de cette 
sequence d&s lors que cette partie ou variante code 
pour une prot£ine ou un peptide reconnu par d s 
anticorps dirigds contre la pro t dine PAP de rat ou 
qu'elle hybride avec la sequence SI dans une solution 
d 1 hybridation contenant 6 x SSC, 5 x Denhart, 0,5 % 
SDS, 10 mM EDTA, 200 fig ADN de sperne de saumon, 18 
heures a 68 "C et apr&s un rin<?age dans les conditions 
suivantes : 6 x SSC, 0,1 % SDS, 2 fois 15 minutes a 
65*C. 

9. Fragment d 9 ADNc caract£rise en ce qu'il code 
pour une proteine r^pondant a l'une des sequences 
d'acides amines Al ou A2 suivantes, ou pour une 
sequence d'acides amines ayant une homologie de 40 a 80 
% de preference de 50 a 60 t avec au mo ins un 
enchainement d 9 environ 25 acides amines des sequences 
Al ou A2, ou dans la sequence A3 de la protdine PAP 
humaine. 
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10. Fragment d'acide nucl6ique caract£ris£ en ce 
qu'il s'agit d'un fragment d'ADN compl6mentaire du 
fragment d'ADNc selon I'une quelconque des 
revendications 1 h 9 ou encore en ce qu'il s'agit du 
fragment d'ARN correspondant h cet ADNc. 

11. Prot6ine PAP humaine, telle qu'obtenue par 
1 'expression d'un fragment d 9 ADNc de la PAP humaine, 
tel gu'obtenu selon la revendication 1 ou la 
revendication 2 , au moyen d ' un syst&me d ■ expression 
adapts, par exemple un hote cellulaire transform^ par 
un vecteur d' expression, lui-meme modifie par 
!■ insertion du susdit fragment d 1 ADNc de la PAP 
humaine . 

12. Proteine PAP humaine selon la revendication 
11 , telle qu'obtenue par 1* expression d'un fragment 
d 1 ADNc de la PAP humaine, ins£r£ en phase dans un 
vecteur pEX, dans E.coli , notamment dans E.coli souche 
pop2136. 

13. Prot6ine PAP humaine selon l'une quelconque 
des revendications 1 a 12, caracteris^e en ce qu'elle 
rdpond a 1 1 enchainement d'acides amines A3. 

14. Prot6ine PAP humaine selon la revendication 11 
ou la revendication 12, caract6ris6e en ce qu'elle 
comprend 1 1 enchainement d'acides amines suivant : 
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Phe Val Lys Asp Ser Leu Glu Asn Tyr Val Lys Val Leu 

Gin Glu Ser He Ser Phe Ser Leu Ser Pro Ser Lys Leu 
Ala Cys Gin Lys Arg Pro Ser Gly Lys Leu Val Ser Val 
Leu Ser Gly Ala Glu Gly Ser Phe Val Ser Ser Leu val 
Arg Ser He Ser Asn Ser Tyr Ser Tyr He Trp lie Gly 
Leu His Asp Pro Thr Gin Val Arg Val Tyr Pro Pro Leu 
Ser Val Thr Ser Gin Gly Thr Val Val Ala Gin Ala His 
Ser Leu Ser Pro Val Pro Ala Gin Glu Val Leu 



15. Proteine PAP humaine caract6ris6e en ce que sa 
sequence d'acides amines prdsente une homologie d»au 
moins 50% , de preference d'au moins 60% et de fa?on 
tres pref er£e d 1 au moins 70 % avec au moins un 
enchainement d' environ 25 acides amines, compris dans 
la sequence A2 de la proteine PAP de rat mature ou avec 
la sequence A3 de la proteine PAP humaine. 

16. Proteine PAP de rat caracterisee en ce quelle 
r£pond a 1 'enchainement d'acides amines suivant, ou une 
variante ou une partie de cet enchainement des lors que 
cette partie ou cette variante est reconnue par des 
anticorps diriges contre la proteine PAP de rat ou 
qu'elle pr6sente une homologie d'au moins 50 %, de 
preference d'au moins 60% avec la sequence A2 de PAP de 
rat. 

17. Anticorps caract6ris6s en ce qu'ils 
reconnaissent la proteine PAP humaine selon l'une 
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quelconqu des revendications 11 & 15 et en ce qu'il 
s'agit d' anticorps polyclonaux ou monoclonaux. 

18. Anticorps monoclonaux tels qu'obtenus & partir 
d f un hybridome, prdc6demment form6 par fusion d'une 
cellule de my61ome et d'une cellule spl6nique d'un 
animal pr6alablement immunise avec une prot6ine selon 
l'une guelconque des revendications 11 h 15* 

19. Anticorps monoclonaux selon l'une quelconque 
des revendications 17 ou 18, caractdris6s en ce qu'ils 
reconnaissent sp6cif iquement la partie NH 2 - terminale 
de 1 1 enchainement d'acides amines A3. 

20. Anticorps monoclonaux selon l'une quelconque 
des revendications 17 i 19, caracterises en ce qu'ils 
sont diriges contre le peptide Glu Glu Pro Gin Arg. 

21. Hybridome tel qu'obtenu a partir de la fusion 
d'une cellule de myelome avec une cellule spl6nique 
d • un animal pr6alablement immunise avec une prot&ine 
PAP humaine selon l'une quelconque des revendications 
11 4 15. 

22. Vecteur d' expression et/ou de clonage 
caract6rise en ce qu'il comprend un fragment d'ADN 
selon l'une quelconque des revendications 1 a 10. 

23. Hote cellulaire transforms par un vecteur 
d v expression selon la revendication 22, dans des 
conditions permettant l'obtention de la prot6ine ou du 
peptide codd par le fragment d'ADN insert dans le 
vecteur, ledit hote cellulaire dtant par exemple choisi 
parmi les bact6ries, notamment en ce qu'il s'agit de 
E.coli , parmi les levures, les cellules d'insectes ou 
de mammi feres. 

24. Produit d' expression de I'hote cellulaire 
transform^ selon la revendication 23. 

25. Composition pour le diagnostic in vitro de la 
pancr6atite aigue ou pour 1 ' observation de la glande 
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pancr6atique n imagerie m6dicale, dans un 6chantillon 
biologique tel que le sang, caract6ris6e en ce quelle 
comprend au moins un anticorps selon l f une quelconqu 
des revendications 17 * 19 le cas 6ch6ant marqu6, 
capable de former un complexe du type anticorps- 
antig&ne avec la prot6ine PAP humaine. 

26- Kit pour le diagnostic in vitro de la 
pancr6atite aigue, A partir d'un 6chantillon biologique 
caracteris6 en ce qu f il comprend: 

- au moins un anticorps selon l'une quelconque d s 
revendications 17 4 20 capable de detecter la presence 
de la PAP humaine dans ledit 6chantillon biologiqu , 
lesdits anticorps 6tant le cas 6chdant marques, 

- selon la nature du marquage r un r6actif pour d6tecter 
la presence d f un complexe du type antigene-anticorps 
specif ique, 

- un t£moin n6gatif . 

27. Proc6d6 pour d6tecter in vitro une pancr«£atite 
aigue, h partir d'un 6chantillon biologique comprenant 

les stapes de: 

mise en contact de 1 •6chantillon biologique 
susceptible de contenir la PAP humaine, avec des 
anticorps selon l'une quelconque des revendications 17 
h 20, 

- detection de la reaction antigene-anticorps entre les 
susdits anticorps et la PAP humaine. 

28. Proc6d6 d •observation de la glande 
pancr6atique caract6ris6 par : 

- I 1 injection 4 un patient d'une composition selon la 
revendication 25, dans des conditions physiologiquement 
acceptables, 

- 1 1 observation notamment par les techniques d 1 imagerie 
medicale d'une reaction entre les anticoprs contenus 
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dans la susditc composition et la PAP humain 
lorsgu'elle est presents. 
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AAAACCATCCAAATCGCCCGCAAGACAGCTAAGGAGGAGCAGAAAGATGATG 52 

AGAGTTAAT ATG TTG CAT CGC TTG GCC TTC CCA GTC ATG 91 
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TGGAGCTCTAATCATTCTTTAGCCAATTTTGTATAAGTTGTGTCCTCATGTC 748 
TTGGAAAGCACTAATAAACCTC AGTCTCTCTTCGAAAAAAAAAAA 793 
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TTT GTT AAG GAT TCC CTT GAG AAT TAT GTA AAA GTT TTA 39 

Phe val Lys Asp Ser Leu Glu Asn Tyr val Lys Val Leu 13 

CAA GAG TCC ATC TCA TTC TCT TTG TCC CCC TCA AAG CTG 78 

Gin Glu Ser He Ser Phe Ser Leu Ser Pro Ser Lys Leu 26 

GCT TGC CAG AAG CGG CCC TCT GGA AAA CTG GTG TCT GTG 117 

Ala Cys Gin Lys Arg Pro Ser Gly Lys Leu Val Ser val 39 

CTC AGT GGG GCT GAG GGA TCC TTC GTG TCC TCC CTG GTG 156 

Leu Ser Gly Ala Glu Gly Ser Phe val Ser Ser Leu Val 52 

AGG AGC ATT AGT AAC AGC TAC TCA TAC ATC TGG ATT GGG 195 

Arg Ser He Ser Asn Ser Tyr Ser Tyr He Trp He Gly 65 

CTC CAT GAC CCC ACA CAG GTG CGA GTA TAT CCT CCC CTC 234 

Leu His Asp Pro Thr Gin Val Arg Val Tyr Pro Pro Leu 78 

TCT GTT ACC TCT CAA GGT ACT GTT GTT GCC CAG GCG CAC 273 

Ser Val Thr Ser Gin Gly Thr Val Val Ala Gin Ala His 91 

TCC CTG TCC CCA GTC CCT GCC CAG GAA GTA CTT 306 

Ser Leu Ser Pro Val Pro Ala Gin Glu val Leu 102 
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ttcttcctccccgctagtcatttcagtctcttcattttgtcatacggcctaa 759 

ggctttaaagagcaataaaatttttagtctgcaaaaaaa 798 
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AAAACC ATCCAAATCOC CCG CAAG AC AGCTAAGGAOGAGC AGAAAG ATG ATG 5 2 

AGAGTTAAT ATG TTG CAT CGC TTG GCC TTC CCA GTC ATG 91 
Ket Lew Hi* Arg Leu Ala Phe Pro Val Met 

TCC TGG ATG CTG CTC TCC TCC CTG ATG CTC TTA TCA CAG 130 
Ser Trp M«t Leu Leu Ser Cys Leu Met Leu Leu Ser Gin 

CTG CAA GGA GAA GAC TCT CCG AAG AAA ATA CCC TCT GCA 169 
Val Gin Gly Glu Asp Ser Pro Lys Lye He Pro Ser Ala 

CGC ATT ACT TGC CCC AAA CGC TCC CAG GCA TAT GGC TCC 208 
Arg lie Ser Cys Pro Lys Gly Ser Glp Ala Tyr Gly Ser 

TAC TGC TAT GCC CTG TTT CAG ATA CCA CAG ACC TGG TTT 247 
Tyr eye Tyr Ala Leu Phe Gin lie Pro Gin Thr Trp Pbe 

GAT GCA GAA CTG GCC TGC CAG AAG AG A CCT GAA GGA CAC 286 
Asp Ala Glu Leu Ala Cys Gin Lys Arg Pro Glu Gly His 

CTT GTA TCT GTG CTC AAT GTA GCT GAA GCT TCA TTC TTG 325 
Lea Val Ser Val Leu Asn Val Ala Glu Ala Ser Phe Lew 

GCA TCC ATG CTC AAG AAC ACT GGA AAC AGC TAC CAA TAT 364. 
Ala Ser Met Val Lye Asn Thr Gly Asa Ser Tyr Gin Tyr 

ACC TGG ATT GGA CTC CAT GAC CCC ACT CTT GGT GGA GAA 403 
Thr Trp He Gly Leu His Asp Pro Thr Leu Gly Gly Glu 

CCC AAT GGA GGT GGA TGG GAG TGG AGT AAC AAT GAC ATA 442 
Pro Asn Gly Gly Gly Trp Glu Trp Ser A an Asn Asp He 

ATG AAT TAT GTC AAC TGG GAG AGO AAC CCA TCT ACT GCC 4S1 
Met Asia Tyr Val Aen Trp Glu Arg Asn Pro Ser Thr Ala 

TTA GAC CGC GGA TTC TGT GGC AGC TTG TCA AG A TCT TCT 520 
Leu Asp Arg Gly Pbe eye Gly Ser Leu Ser Arg Ser Ser 

GGA TTT CTA AGA TGG AG A GAT ACC AC A TGT GAA GTT GAA 659 
Gly Phe Leu Arg Trp Arg Asp Thr Thr Cys Glu Val Glu 

GTT GCC CTA CGT CTG CAA ATT TAC AGG TTA AAA TTA CCA 59 & 
Val Ala Leu Arg Leu Gin lie Tyr Arg Leu Lys Leu Pro 

GAC AGC AAA CAG CTT T AGTTTGTCCTGAAGCACATCCTGTCAAGGG 6 44 
Asp Ser Lys Gin Leu 

OCA AA AT ATG A AG ACTTGCGTAG AAAAAGTOTATTCT ATCTACAGTCCATAT 696 

TGG AGCTC TA ATC ATTCTTT AGCC AATTTTGT AT AAGTTGTGTCCTC ATGTC 74 B 

TTGGAAAGCAGTAATAAACCTCAGTCTCTCTTCGAAAAAAAAAAA 793 
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TTT GTT AAG GAT TCC CVS GAG AAT TAT GIA AAA GTT TTA 39 

Sal lyi MP S«r l«i Glu Asa Tyr Val Ly« val i*u 13 

CAA GAG ICC ATC TCA TTC TCT TIG TCC OCC TCA AAG CTG 
Gin Glu Ser lie Ser Phe S«r Leu Bex Pro 3*r Lye Leu 

OCT TOC CAG AA6 CCG CCC TCT 6CA AAA CTG &K TCT GTG 11? 

£i Cys Gin lye Awj Pro 6-r Gly Lys Leu val Se* Val 39 

CTC ACT GGG GCT GAG GGA TCC TTC GTO TCC TCC CTG GTG 156 

j^u Sex sly Ala Glu Gly Ser ttifi Val S«r Ser Leu V»l 52 

AGC AGC ATT AGT AAC AGC T»C TCA TAC ATC T6G ATT G«S t*|S 

Ar? 6ar Tie S«r A*n Ser Tyx Ser Tyr He Trp lie Gly 55 

CTC CAT GAC COC ACA CAIJ GTG CGA <»TA TAT CCT CCC CTC 234 
teu sis Asp Pro Thr Gin val Arg val Ty* Pro Pro Leu 

TCT CTT ACC TCT CAA GGT ACT GTT GTT GCC CAG GOG CAC 273 

S*r Val Thr Ser Gin Gly Thr Val Val Ala Gin Ala His Si 

TCC CTC TCC CCA GTC CCT GCC CAG GAA GTA CTT 306 

$mr Leu Ser Pro v*l Pro Ala Glu Glu val Leu 102 
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